PC^ 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRI1 
Bureau international 



NTELLECTUELLE 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRA1TE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C07K 5/08, 5/10, 14/68, A61K 38/04, 7/06 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 98/12212 
(43) Date de publication internationale; 26 mars 1998 (26.03.98) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR97/01669 

(22) Date de depot international: 23 septembre 1997 (23.09.97) 



(30) Donnees relatives a la priority : 

96/1 1556 23 septembre 1996 (23.09.96) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats dtsignes sauf US): SOCIETE 

D f ETUDE. ET DE RECHERCHE DE PATHOLOGIE AP- 
PLIQUEE - SERPA [FR/FRJ; Tech Village 2, Villa Mis- 
souri, 18, avenue de V Europe, F-3 1520 Ramonville St. Agne 
(FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): DUSSOURD 
D'HINTERLAND, Lucien [FR/FRJ; 10, rue Pierre Benoit. 
F-3 1400 Toulouse (FR). PINEL, Anne-Marie fFR/FR]; 
La Grande Motte, 771, rue des Navigateurs, F-34280 La 
Grande Motte (FR). 

(74) Mandataires: MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet Regim- 
beau, 26, avenue Kldber, F-751 16 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AU, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
DE. DK. ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT. LU, MC; NL, PT, 
SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 
Avec revendications modifies. 



(54) Title: NUCLEOPEPTIDE COMPLEXES, COSMETIC AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS CONTAINING THEM AND 
THEIR USES 

(54) Titre: COMPLEXES NUCLEO-PEPTIDIQUES, COMPOSITIONS COSMETOLOGIQUES ET PHARMACEUTIQUES LES CON- 
TENANT ET UTILISATIONS 

(57) Abstract 

The invention concerns nucleopeptide complexes obtained by synthesis, comprising a sequence of at least three amino acids in the 
form of D, L or DL, said sequence being chemically or physically bound with xanrhic acids, or their derivatives of general formula I: N-Rl 
- COOH, in which N represents one purine base containing 5 to 10 carbon atoms, Rl represents one Ci or C3 alkyl radical. 

(57) Abrege 

L' invention conceme des complexes nuc!6o-peptidiqucs obtenus par synthese, comprenant une sequence d'au moins trois acides 
amin6s sous la forme D, L ou DL, ladtte sequence dtant lide physiquement ou chimiquement a des acides puriques, ou leurs d6rives de la 
formule g6n6rale (I): N-Rl - COOH, dans laquelle N represente une base purique comprenant de 5 a 10 atomes de carbone, Rl reprdsente 
un radical alkyl en C| ou C3. 



BEST AVAILABLE COPY 



UNIQUEMENT ATITRE D'lNFORMATWN 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


AM 


Armioic 


AT 


Aufriche 


AU 


Australie 


AZ 


Azerbaijan 


BA 


Bosnie-Herzegovine 


BB 


Barbadc 


BE 


Belgique 


BF 


. Burkina Faso 


BC 


Buigaric 


BJ 


Benin 


BR 


Brfsil 


BY 


Belarus 


CA 


Canada 


CF 


Rdpubliquc centrafricaine 


CG 


Congo 


CH 


Suisse / 


CI 


Cote d' I voire 


CM 


Camcroun 


CN 


Chine 


cu 


Cuba 


cz 


Republique tcheque 


DE 


Allcmagne 


DK 


Dinemark 


EE 


Estonie 



ES 


Espagne 


FI 


Finlande 


FR 


Prance 


GA 


Gabon 


GB 


Royaume-Uni 


GE 


Georgie 


GH 


Ghana 


GN 


Guinee 


GR 


Grece 


HU 


Hongric 


IE 


Irlande 


IL 


Israel 


IS 


Islandc 


IT 


Italic 


JP 


Japon 


KE 


Kenya 


KG 


Kirghizistan 


KP 


Rdpublique populaire 




democratique de Conic 


KR 


Republique de Coree 


KZ 


Kazaksian 


LC 


Satnte-Lucie 


LI 


. Liechtenstein . 


LK 


Sri Uuika 


LR 


Liberit 



LS 


Lesotho 


LT 


Liluanie 


LV . 


Luxembourg 


LV 


Lettonie 


MC 


Monaco 


MD 


Repubiique de Moldova 


MG 


Madagascar 


MK 


. Ex-Republique yougoslsve 




de Macedoine 


ML 


Mali 


MN 


Mongolie 


MR 


Mauri! an ic 


MW 


Malawi 


MX 


Meaiquc 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvtgc 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 


PL 


PoJogne 


FT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


Federation de Ruuie 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SG 


Singapour 



SI 


Slovenie 


SK 


Slovaquic 


SN 


Senegal 


sz 


Swaziland 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TM 


Turkmenistan 


TR 


Turquie 


TT 


Trinite-ci-Tobago 


UA 


Ukraine 


UC 


Ouganda 


US 


Elais-Unis d'Amenque 


UZ 


Ourbekisun 


VN 


Vict Nam 


YU 


Yougoslavie 


zw 


Zimbabwe 



WO 98/12212 



1 



PCT/FR97/01669 



COMPLEXES NUCLEOPEPTIDIQUES, COMPOSITIONS COSMETOLOGIQUES ET 
PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT ET UTILISATIONS 
La presente invention a pour objet des complexes moleculaires nucleo- 
peptidiques obtenus par synthese chimique, sous forme de conjugues peptidiques, 
5 lies physiquement ou chimiquement a des acides puriques en particulier des acides 
xanthiques et leurs derives. 

L'activite physiologique des nucleo-peptides faisant l'objet et de la 
presente invention est preferentiellement orientee vers la synthese et la stimulation 
des melanines epidermiques et leur dispersion au niveau des couches superficielles 
10 de la peau - assurant ainsi une melanisation tres large de I'epiderme , et une 
protection de haut niveau contre les "erythemes" induits par les radiations solaires 
(UVA-UVB). 

II est connu de 1'homme de Tart, que le role des pigments melanocytaires, 
secretes par les cellules de repiderme humain "les melanocytes", ainsi que leur 

15 dispersion au niveau des cellules keratinocytaires de la peau, a pour fonction 
physiologique essentielle la protection du derme, de repiderme et du systeme 
immunitaire cutane contre les radiations solaires, en particulier les UVA et UVB. 

II est egalement connu que le systeme melanocytaire humain (coloration 
de la peau, cheveux, etc..) fonctionne de fa^on differente de celui des animaux. En 

20 particulier la secretion des melanines par les melanocytes et la dispersion de ces 
melanines en surface de repiderme exige chez l f hpmme une cooperation cellulaire 
entre les melanocytes et les keratinocytes, qui s'exprime par un nombre defini de 
melanocytes pour un keratinocyte, formant ainsi une entite physiologique 
fonctionnelle appelee "Epidermal Melanin Unit" specifique de chaque type racial. 

25 "Dubertret L. et coll., J. Invest, Dermatol. (8) suppl. 2s-!Os-1983 - Dubertret L. et 
coll. J. Invest. Dermatol. 0022-202X-1986 - TB Fitzpatrick, G. Szabo, Michael M. 
Wick, Biochemistry and Physiology of Melanin Pigmentation 687, vol. II, Lowell 
A. Goldsmith, 1 991 - Jimbow K, Uesugi T (1992), J. Invest. Dermato.. 78-108-1 15, 
Lerch K. (1988) Avances in Pigment Cell Research 85-88". 

30 L'activite du systeme melanocytaire est sous la dependance de facteurs 

physiologiques tels que les hormones peptidiques, les facteurs de croissance, et en 
particulier, les facteurs deduction et d'activation de la tyrosinase melanocytaire et 
TAMP cyclique Proteine Kinase dependante. 

II est connu de rhomme de Tart que le metaboiisme cellulaire 

35 des peptides, hormonaux ou non (neurotransmetteurs ou mediateurs), est 
sous la dependance du cycle cellulaire de I'AMP cyclique appele 2eme 
messager hormonal dont le role est d'amplifier la reponse cellulaire induite par un 
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facteur peptidique spccifique (Rail et al. J. Biol. Chem. 224-463 (1957) 
Sutherland, Rail. IBID 232-1077 (1958)). 

II a ere egalement demontre que certaines substances sent capables 
de potentials fortement Taction de 1'AMP cyclique prolongeant ainsi la 
stimulation de la Tyrosinase dans le metabolisme intracellular de la 
melanogenese. 

Parmi ces susbtances figurent des analogues de 1'AMP cyclique' tels 
que le dibutyryl AMPc, les prostaglandins El et en particu.ier les derives 
xanth.ques (Halaban R. Pomerantz SH. Marshal S. ( Lambert DT et Lerner AB I 
Cel.. Biol. 97, 480-488 (1983) ; Kowichi, Jimbow, Thomas B. Fitzpatrick Mick M 
W,ck B.ochemistry and Physiology of Melanin Pigmentation Oxfort U Press 
(1991)). _ 

Un des objets de la presente invention concerne des. complexes 
moleculaires sous forme de nucleo-peptides comprenant des conjugues 
peptidiques melanotropes, inducteurs specifiques de melanogenese 
cellulaire, lies chimiquement a des acides puriques ou leurs derives de 
preference a des acides xanthines, stimulant la Tyrosinase melanosomale 
par activation de 1'AMP cyclique (2eme messager) dont le role est d'amplifier 
1'act.vite des systemes cellulaires melanocytaires. et en particulier la 
chspers.on des melanines au niveau des keratinocytes par activation des 
facteurs de croissance. 

Parmi les complexes peptidiques composant les nucleo-peptides 
selon Invention, figurent preferentiellement des peptides comprenant une 
sequence d'au moins 3 acides amines, lesdits acides amines etant sous forme D 
L ou DL, c'est-^i-dire naturelle ou non. 

Ladite sequence est associee ou liee chimiquement ou 
Physiquement, sous forme de sels,.d 'esters ou d'amides. a des acides puriques 
ou leurs derives de formule generale I : 

N-R1-COOH (I) 
dans laquelle N represente une base purique comprenant de 5 a 10 atomes de 
carbone, Rl represente un radical alkyl en Cj ou C 3 . 

Les acides de formule generale (I) sont choisis parmi les' acides 
puriques ou derivant des purines pour lesquels Rl represente un radical 
alkyl en d ou C 3l et sont de preference choisis parmi : 
35 - I'acide hypoxanthique (C 7 HsN„0 3 ), 
- I'acide acetyl xanthique (C 7 H 8 N 4 0 4 ), 
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- I'acide theobromine acetique (C^Hg^C^), et 

- I'acide theophyline acetiqiie (C9H11N4O4). 

Les complexes peptidiques de l'invention comprennent de 
preference une sequence de 3 acides amines, en pariiculier l'une des 
5 sequences suivantes : 

Ala-His-HPhe 
His-HPh<§-Arg 

dans laquelle Hphe represente la dihydroxy-DPhenylalanine ou la 
DhomoPhenylalanine. 
10 D'une maniere generate, les complexes peptidiques selon 

l'invention repondent a la formule generale : 

AX-His-HPhe-Y 

dans laquelle-: 

A est un acide purique de formule generale (I) telle que definie ci-dessus ; 
15 X represente un groupe Norleucine (Nle), ou Tun de ses derives sous forme 
acetylee (Acyl-Nle) ou methylee (MeNle), le groupe Nle-Ala ou Ala ; 
Y represente un groupe ArgZ ou Z dans lequel Z est Trp-GIy-OH, Trp-OH ( OH, 
Trp-Gly-NH 2 , Trp-NH 2 ou NH 2 ; 

Hphe represente la dihydroxy-DPhenylalanine ou la DhomoPhenylalanine. 
20 La presente invention concerne plus particulierement les derives 

peptidiques suivants : 

1) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-Cly-NH2 

2) A-Nie-AIa-His-DhomoPhe-Arg-Trp-NH 2 

3) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-NH 2 
25 4) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-NH 2 

5) A-Ala-His-DhomoPhe-NH 2 

6) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-Gly-OH 

7) 'A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-OH 

8) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-OH 
30 9) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-OH 

10) A-AIa-His-DhomoPhe-OH 

11) A-NIe-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-GIy-NH 2 

12) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-NH 2 

13) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-NH 2 
35 14) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-NH 2 
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15) A-Ala-His-DihydroxyDPhe-NIb 

16) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-Gly-OH 

17) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-OH 

18) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhc-Arg-OH ' 

19) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-OI-l 

20) A-Ala-His-DihydroxyDPhe-OH. 

II est egalement possible que certains de ces acides amines 
component des fonctions de glycosylation. 

II doit etre entendu que la presente invention concerne l'ensemble 
de ces structures comprises dans la presente description. 

La presente invention concerne egalement des compositions 
galemques. pharmaceuliques ou cosmetologiques comprenant, en tant que 
substance active, au moins un complexe nucleo-peptidique tel que defini 
precedemment, en association avec un support pharmaceutiquement ou 
15 cosmetologiquement acceptable. 

Ces compositions peuvent etre realisees sous forme d'emulsion de 
creme, de spray, de solution, de lotion ou de gel, et comporter des excipients 
connus ainsi qu'eventuellement d'autres principes actifs. 

La presente invention comprend avantageusement des 
preparations a usage pharmaceutique, utilisables par v 0ic injectable ou par 
voie topique, pour le traitement medical des troubles de la melanogenese il 
s'agit de preference des conjugues peptidiques avec des acides carboxyliques . 

Die a egalement pour objet des compositions cosmetologiques et/ou 
capillaires utilisees sous forme de solutions, de lotions, de spravs ou de cremes 
ou de gels, utilisees comme activateur de la melanogenese cutanee en 
Tabsence de tout phenomene d.'erytheme. protegeant ainsi I'epiderme contre 
les traumatismes induits par les radiations solaires (UV). Lcs compositions 
cosmetologiques conformes a la presente invention peuvent egalement etre ' 
utilisees pour le traitement preventif et curatif des erythemes solaires. 

L'invention sera mieux comprise au vu des exemples suivants qui 
ne sont donnds qu'a litre purement illustratif. 
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Hxemplc 1 : Synthesc du Peptide N* I - Code Ml 
A = Acetyl Xanthique 
35 MW=211,11 

Ml = Peptide 1 = Nle - Ala - His - DhomoPhe - Arg - Trp - Gly - NH 
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Les syntheses des complexes peptidiques selon ('invention ont ete 
realisees selon les techniques de Merrifield adaptees aux .differentes 
structures peptidiques des complexes faisant l'objet de rinvention. 

Le principe general de la technique de Merrifield etant connu 
5 de Thomme de Tart, seules les phases specifiques de chaque sequence 
peptidique seront decrites. 

D'une fagon generate, on utilise une resine MBMA, comme 
groupement protecteur : les derives FMOC (Fluoroenyl, Methoxy Carbonyl), et 
comme agent de couplage : le BOP. 
10 Les acides amines utilises sous forme de derives FMOC sont les 

suivants dans 1'ordre progressif : FMOC-Gly-OH, Trp-OH, Arg-OH, DhomoPhe- 
OH, His-OH, AJa-OH et Nle-OH. 

Chaque acide amine est utilise en exces, ainsi que le BOP et les 
couplages repetes deux fois. 
15 L'acide acetyl xanthique est couple de facon similaire. 

La deprotection est effectuee en deux phases : " 

1 - Acide trifluoroacetique, 

2 - Acide fluorhydrique anydre/para-cresol. 

Le compose obtenu avec un rendement de 75 % est repris dans 
20 Tacide acetique a 95,5 % et desseche par lyophilisation. 

Le conjugue N° 'l est obtenu avec un rendement de 82 % de purete 

HPLC. 

100 mg de ce conjugue sont a nouveau purifies par HPLC sur 
colonne CI 8 et Ton obtient 70 mg de produit pur. 
25 Analytiquc 

Temps de retention : 17 min, colonne CI 8, UV 210 nm, solvant : 
tampon de phospate triethylamine, acetonitrile. 

Acides amines : Ala - 1 ; Gly 1,01; His - 1,00 ; Arg - 0,94 ; Dh.Phe - 

1,03. 

30 Spectre de masse (FAB+) 1075. 

Exemplc 2 : Synthase du Peptide N° 2 - Code M2 
A = Acide Theophyline acetique (C9H1JK4O4) 

M2 = MeNle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-NH 2 
35 En operant selon les techniques de Merrifield de Texemple N° 1, on 

obtient le peptide M2 apres traitement par HPLC avec un rendement de 65 %. 
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Analytique 

MW = 1036 

HPLC = 98 % - Nucleosil CIS - 250 

5 Dh-Phe = i05 idCS ami " S : MCNle = ++ ' ^ = 1,03/1 * ^ = 1>0l/1 ' Ala = 
++ = MeNle = detecte. 

Exemple 3 : Synthesc du Peptide N° 4 - Code M4 
A = Acide acetique CH 3 COOH 
10 MW = 60.05 

M4 = Nle - Ala - His - DHomo-Phe - NH 2 . 

En operant selon les techniques decrites precedemment dans 
1 exemple N° 1, on obtient le peptide N° 4. 
Analytique 
15 MW = 645 

HPLC = 95 % - Nucleosil CI 8 - 244 

Acides amines : Nle = ++I His = 1.03/1, Arg = 1.01/1. Ala = 0,96/1. Dh- 
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Phe= 1,05. 

++ = Nle = detecte. 



Exemple 4 : Synthesc du Peptide N* 3 - Code M3 
A = acide Theobromoacetique (CgHioN^O.,) 
M3 = Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-NH 2 

L'acide Theobromoacetique est salifie avec le peptide. En operant 
selon les techniques decrites precedemment dans I'exemple N° 1 on obtient 
le peptide N° 3. 
Analytique 

MW Peptide = 745 

MW Theobromoacetique = 238,20 
30 « 3,7 dimethyl purine acetique » 

HPLC Peptide = 95 % '•' 
Nucleosil CI 8 - 244 

Acides amines : His = 1,05, Arg = 1/1,02, Ala = 0,96, HydroxvDh-Phe = 

1,18. 

35 Ni e _ detecte. 
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Exemnle 5 : Etude in vitro de Tactivitc du Peptide Ml sur la 
stimulation de la Melaninc et dc la Tyrosinase, sur 
Melanocytes en culture comparativcraent a 1'aMSH 
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• MATERIEL 

1. Peptide Ml 

PM= 1075 

10*7 M ; 10-9M; lO" M 

2. aMSH - Sigma 

10-7 M 

3. Melanocytes de Cloudman - Clone M3. 



• METHODE 

Cultures de Melanocytes en presence des solutions de Peptide Ml, et 
15 de 1'aMSH comme temoin culture sous 5 % de CO2 dans milieu de Ham F.10 

supplements en serum de cheval ( 15 96) .et SVF ( 2, 5 %) en presence de. 
Penicilline-Streptomycine. . 

• DOSAGES 

20 = Dosage de la Melanine selon Abdel Malek a 436 nm. 

= Dosage de la Tyrosinase/Ldopa a 475 nm. 
= Dosage des Proteines selon technique de Lowry. 

• RESULT ATS = Dosages dc la Melanine 

25 Le peptide Ml provoque une augmentation du taux de Melanine de 

92 % a la dilution de IO- 7 M, et 1'aMSH provoque une augmentation de la 
Melanine de 1 1 % a la dilution de 10-7 m. 
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• RESULTATS = Dosages dc la Tyrosinase 

% d'augmentation de Melaninc et dc Tyrosinase 





aMSH 


Ml 


Ml 


Ml 




10- 7 M 


10-7 M 


10-9 M 


10-11 M 


Melanine 


11% 


92% 


80% 


51 % 


Tyrosinase 


28% 


30% 


58% 


90% 
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• COMMENTAIRP? 

I - Melanocytes de Cloudman 

Melanocytes du Melanome Murin de Cloudman, dont la propriete est 
de secreter naturellement de la Tyrosinase et de la Melanine ■ 
5 L'utilisation du Melanome de Cloudman pour Petude en screening 

pnmaire des substances melanotropes, reside dans la reponse exponentielle 
de ce modele experimental, qui permet de differencier les activites des 
peptides melanotropes dont les" structures sont relativemem proches 

II - Relations doses/cffets des peptides melanotropes 
Dans le modele experimental par cultures monocellulars la 

reponse des peptides depend de I'encombrement des recepteurs ce.lulaires 
qui repondent de fa C on plus intense, a des doses faibles et filees 

Par ailleurs. on observe un decalage entre la reponse melanotrope 
opumale du peptide Ml aux doses de 10-7 M et 10-9 M, et la reponse de la 
synthese de la Tyrosinase, qui atteint son optimum a 10-n. 

Ce phenomene s'explique par la liberation de la Melanine stockee 
dans les melanosomes, alors que la synthese de la Tyrosinase est induite apres 
cette liberation, pour compenser la secretion de Melanine. 

Par ailleurs, il faut tenir compte du poids moleculaire des peptides 
testes comparativement au poids moleculaire de I'aMSH temoin 

Par, exemple. I'aMSH a 10-7 M independamment de son action 
ub.quitaire, n'est pas utilisable en therapeutique compte tenu du priN de 
rev.ent eleve de sa synthese qui comprend 14 etapcs, alors que le peptide Ml 
n en comprend que 7 a la meme puissance 10-7 M pour une activite 9 fois plus 
intense. y 5 



EXemPle 6 : EtUdC in Vitr ° dc I- synthese de la Tyrosinase 
mduite dans les melanocytes en culture par le 
peptide M3 I 
30 INSERM U. 436 



35 



peptide M3 Melanocytes humains clone M4Be 



MATFRinr 
1. Peptide M3 

PM = 745 

Employe aux dilutions de 10? M, 10-9 M, 10-n M dans H 2 0. 
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2. Peptide temoin de reference aMSH Sigma employe a la dilution de 10-7 M 
dans H2O. 

3. Melanocytes humains clone M4Be - INSERM U.436. 

4. Les Melanocytes M4Be sont des cellules tumoralcs provenant de i'Unite 
U 436/218 de 1 'INSERM de Lyon. Ces cellules sont caracterisees par leur 
deficience en Tyrosinase (syndrome de Menkes). 

Elles representent un modele experimental permettant d'apprecier 
l'activite des peptides, sur la synthese de la Tyrosinase chez des sujets 
genetiquement deficients. 
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Culture 

Temoin aMSH Lot 085H1 2461 
Peptide M3 

Cellules: 
15 - Type : S9 1 CD 

- N° passage : 2 1 

- Inoculation^ date : 72 

- Inoculation, quantite : 1 x 10 5/puits, 3 plaques 6 puits 

Milieu : 

20 Ham F10 + (10%Sch, 2 % SVF, Peni-Strepto (100U-100 ^g/ml)). 

Contact produit (100 \i\ + 0,9 ml milieu) : 
' - Duree : 24 heures 

- Rin^age : 2 
Recuperation cellules apres : 24h 

25 

Dosages 

Dosage de la Tyrosinase Ldopa a 475 nm. 

Dosage des Proteines selon la technique de Lovvry. 
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Stimulation 
en % 
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Dosages de la Tyrosinase 

Le peptide M3 stimule la secretion de la Tyrosinase dc 96 % a la dose 
N de lO 9 M, comparativement aux temoins non traites et a PaMSH a la dose de 
10^ M. 

5 

Exemple 9 : Etude du pouvoir preventif des Peptides M2 contre 
Terythemc solairc 

Obiectif : 

Evaluer le pouvoir protecteur du Peptide M2 en application 
10 topique, contre Perytheme solaire. 

• MATEKIELS 

1. Peptide M2 en solution a 50 mg/1 et 100 mg/l dans un gel de PEG. 

2. Cobayes males « Dunkin-Hartley » de 300 g, 10 animaux par lot. 

15 

• METHODE 

Epilation des flancs des animaux a J-i, un cote regoit le traitement,' 
1'autre sert de temoin. Les animaux sont recouverts de papier metallique 
perce de 4 fenetres au niveau des flancs. On applique sur un cot^ 1 ml de Gel 
20 de chacune des solutions de peptide M2". 

Apres application, on expose les animaux a un rayonnement UVA 
et UVB delivrant 10,75 W/cm^, chaque fenetre etant soumise a une exposition 
de duree croissante en progression geometrique de 1,25. 

Apres 24 heures, on evalue -le niveau d'erytheme de chaque 

25 fenetre. 

• RESULTATS 

Pour chaque animal, on evalue le temps d'irradiation provoquant 
le premier erytheme net (DEM). On calculc ensuite les rapports de DEM (zone 
30 traitee/zone non traitee). 

La moyenne de ces rapports constitue Pindice d'elevation du seuil 
d'erytheme pour chaque dose. 
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Trai tern ems 


Gammes de 
temps 
a irradiation 


DEM 
moyennes 


Indices d'elevations 
du seuil erythemal 


Temoins non traites 


60all7s 


83,95 


Moyenne 


Ecart- 
type 


M2 50 mg/1 


240 a 468 s 


324,40 


3.96 


0,66 . 


M2 100 mg/1 


360 a 702 s 


495,6 


5,94 


0,99 



10 
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• CONCLUSION 

^application du peptide M2 par voie topique previent de fa C on 
nautement significative l'apparition de rerytheme solaire. 

En effet, des ex-positions 6 fois (pour 100 mg/1) et 4 fois (pour 
50 mg/1) plus longues sont necessaires pour donner un erytheme equivalent 
a celui observe sur la partie non traitee. 

Aucun signe d'intolerance n'a ete observe sur les zones ayant re C u 
M2 puis exposees aux rayons UV. 



20 



Exemnle 1 0 : Otudc cl 



cliniquc d'objcctivation de l'activitc 
comparative de deux formulcs galcniqucs de la scric 
peptidique « MEL1TANE » 



• RESUME 

Etudier comparativement Taction melantotrope et anti- 
erythemateuse de deux formules gaieniques de peptides de la serie MEUTANE 
en application topique. 



30 



MATERIEL 

Formule N° 10 = A-Peptide N' 4 
Acyl-MeNle-Ala-His-DhomoPhe-NH 2 
Formule N° 1 1 = A- Peptide N° 3 

3,7 - dimethyl purine acetique-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-NH 2 

Forme Galenique = gel de carboxymethyl cellulose a 5 mg de peptide pour 

100 g de gel. 



35 
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• METH.ODOLOGIE 

L'analyse des resultats a porte sur un panel de 25 volontaires 
adultes de deux sexes, ages de 18 a 50 ans. 

Les produits etudies ont ete appliques quotidiennement, deux fois 
5 par jour, sur la face de flexion des avant-bras (un seul produit par avani- 
bras) pendant deux semaines consecutives. 

L'analyse statistique a porte d'une part, sur les valeurs obtenues au 
niveau de chacune des zones traitees en comparaison aux valeurs obtenues 
au niveau de la zone temoin et d'autre part, sur les differences calculees 
10 entre les valeurs obtenues sur chacune des zones traitees ou temoin de la 
valeur obtenue sur la zone temoin propre a chacune des differemes zones, 
afin de comparer les deux produits etudies a la zone temoin. 

Les moyennes des differences des coordonnees de chromaticite ont 
ete egalement calculees pour l'ensemble de chacune des zones traitees et 
15 temoin. 

Une analyse de variance et le test de la difference la moins 
significative (« LS.D. ») ont egalement permis d'effectuer les comparaisons 
multiples entre les valeurs obtenues au niveau de chacune des zones traitees 
et temoin. 

20 Les. valeurs moyennes et les ecarts obtenus par rapport a la 

moyenne (S.E.M.) des Doses Erythemateuses Mini.males (D.E.M.),. obtenues sur 
l'ensemble des volontaires, pour chacun 'des produits etudies, sont 
repertoriees dans le tableau 1. Les differences statistiques y sont egalement 
mentionnees, ainsi que le type de test effectue. 

25 Les valeurs moyennes et les ecarts obtenus par rapport a la 

moyenne (S.E.M.) des differences dc la coordonnee de chromaticite « b* » et 
de TAngle Typologique Individuel (ITA°), obtenues sur Tensemble des 
volontaires ayant participe a Vessai, pour chacun des produits etudies, sont 
repertoriees dans les tableaux II, III, IV et V. Les differences statistiques y 

30 sont egalement mentionnees, ainsi que le type de test effectue. 

L'Angle Typologique Individuel ITA 9 , dcfini par Chardon & Col. 
pour determiner le niveau de melanisation de la pcau, a ete calcule de la 
fagon suivante : 

ITA° = (arc tangente (L*-50)/b*) 180/3.14159 
35 avec : L* = variable dc clartc et b* = coordonnee dc chromaticite du bleu au 
jaune. 
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TABLEAU I 

DOSES ERYTHEMATOUS!* MINIMALES A PR OS UNO EXPOSITION 

AUX UV A ET B 
(moyennes et S.EM., n = 25) 





DOSE EN J/cm2 


ZONES ' 


TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 1 1 


T 24 heures 


1,5 ±0,1 


1,8 ± 0,1" 


2,5 * 0,1*° 



10 



15 



20 



25 



30 



* : valeur statistiquement significative par rapport a la valeur obcenue au 
■niveau de la zone temoin, au meme temps dc I'etudc (test «t» de Student 
en series non appariees, « one-tail », significative : p < 0,05). 

' : valeur statistiquemem significative par rapport a la valeur obtenue au 
niveau de l'autre zone traitee, au meme temps de Petude (LS.D. et test «t» 
de Student en series appariees. « onetail >,. significativite : p < 0.05). 

TAHLGAU »F 

VARIATION DO LA COORDONNEO DC CI1ROMATICITG « b* » 
APRES EXPOSITION SOLAIRE AUX UV A ET B 
T72 Heures 
(moyennes et S.EM., n = 25) 



Zones 


Ab * 


FLUX en 
med/min/cm2 


TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 11 


0.82 


0,3 ±0,1 


0.7 ± 0,2 


0,9 ±0,2 


1,02 


0,4 ±0,1 


0,9 ±0,2 


■ 1,4 ±0,2 


1,28 


0,3 ±0,1 


1.3 ± 0,2 


1,6 ±0,2 


1,60 


0,5 ± 0,1 


1,5 ±0,2 


1,9 ±0,2 


2,00 


0,4 ±0,1 


2,1 ±0,2 


2,6 ± 0,2 


2,50 


0,5 ±0,1 


2,5 ±0,2 


2,9 ±0.2 


MOYENNE 


0,4 ±0,1 


1,5 ± 0,2" 


1,8 ± 0.2*" 



35 
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* : difference statistiquement significative par rapport a la valeur obcenue 

au niveau de I 'autre zone traitee, pour le meme flux (ANOVA et LS.D., 
significativite : p < 0,05). 

° : difference statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue 
.5 au niveau de la zone temoin, pour le meme flux (test «i» de Student en 
series appariees, « one-tail », significativite :.p < 0,05). 

TAKLEAU III 

VARIATION DE L'I.T.A.° APRES EXPOSITION SOLAIRE AUX UV A ET B 
10 . T24 Hcures 

(moyennes et S.E.M., n = 25) 
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Zones 


A I. T. A. 


FLUX en 
Med/min/cm 2 


TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 11 


0,82 


-1,5*0,3 


- 2.8 ± 0.6 


- 3.6 ±0.5 


1,02 


- 1,9*0,7 


- 4,7 ± 0.6 


-5,8 ±0,7 


1,28 


- 1,5 ±0,6 


- 4,9 ± 0.5 


-5,8 ±0,6 


1,60 


- 1,7 * 0.6 


-5,5 ±0,7 


- 7,0 ± 0,7 


2,00 


- 1,9 ±0,7 


- 6,8 * 0.8 


-7,5 ±0,9 


2,50 


-2 ±0.7 


- 7,5 ± 1,0 


- 8 ±0,9 


MOYENNE 


-1,75 ±0,6 


- 5.37 ± 0,7** 


-6,29 ±0,72*° 



25 

* : difference statistiquement significative par rapport ^ la valeur obcenue 
au niveau de l'autre zone traitee, pour le meme flux (ANOVA et LS.D., 
significativite : p < 0,05). 

0 : difference statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue 
30 au niveau de la zone temoin, pour le meme flux (test «t» de Student en 

series appariees, « one-tail », significativite : p < 0,05). 
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TABLEAU IV 

VARIATION DE L'l.T.A.' APRCS EXPOSITION SOLAIRG AUX UV A DT B 

T72 He u res 
(moyennes et S.EM, n = 25) 



Zones 


A 1. T. A.* 


FLUX en 
Med/min/cm^ 


TEMOIN 


PRODU1T 10 


PRODUCT 11 


0,82 


- 1 ± 0,4 


- 2.5 * 0,6 


- 3 * 0.7 


1,02 


- 1 * 0,5 


-3,3 * 0,6 


- 5 * 0,8 


1,28 


- 1 * 0,5 


- 4,4 ± 0,7 


-6*1,0 


1,60 


- 2 * 0,5 


- 5,5 r 0,9 . 


- 7 * 0.8 


2,00 


-2*0,6 


-7,9*0,8 


- 8 * 0,9 


2,50 


- 3 * 0.5 


- 8,1 *0,9 


- 10*0,7 


MOYENNE 


- 1.66*0.5 


- 5.29*0.75*' 


- 6,5 * 0,82*° 



10 



15 



20 



25 



* : difference statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue 

au niveau de l'autre zone traitee, pour le meme flux (ANOVA et LS.D.. 

significativite : p < 0,05). 
' : difference statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue 

au niveau de la zone temoin, pour le memc flux (test «t» de Student en 

series appariees, « one-tail >», significativite : p < 0,05). 
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TABLEAU V 

VARIATION DE LA COORDONNOE DE CIIROMATICITI3 «b*» et de 

I'l.T.A.' 
AU TEMI>S DE 72 Hcurcs 
5 . (moyennes et S.EM., n = 25) 





. DOSE EQUIVALENT!; A 0,75 D.E.M. 


PARA METRE 


TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 11 


Ab 


0,5 ±0,1 


2,5 ± 0,1*° 


3.8 ± 0,2*' 


A I. T. A.° 


- 2,2 * 0,4 


- 3.5 ± 0.4*' 


- 4,9 ± .0.6*° 




DOSE 


EQUIVALENTE A 1 D.E.M. 


PARAMETRE 


TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 11 


Ab 


0,6 ±0.1 


1,7 ± 0,2*' 


2,9 ± 0,2*° 


A I. T. A.° 


- 1,6 ±0,5 


- 2,9 ± 0.6*° 


- 3,4 x 0,6*' 




DOSE EQUIVALENTS A 1,25 D.E.M. 


PARAMETRE 


: TEMOIN 


PRODUIT 10 


PRODUIT 11 


Ab 


0,8 ±0,1 


1,9 ± 0,2*° 


2.6 * 0,2*° 


A I. T. A.° 


- 3.8 ± 0.6 


- 2,6 * 0.7*° 


- 1,5 x 0,6*° 



* : valeur statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue au 
niveau de la zone temoin, au meme temps de l'etude (test «t» de Student 
25 en series appariees, « one-tail », significativite : p < 0,05). 

0 : valeur statistiquement significative par rapport a la valeur obtenue au 
niveau de l'autre zone traitee, au meme temps de l'etude . (ANOVA et 
LS.D., significativite : p < 0,05).- ' 

30 • RESULT ATS 

Les applications topiques des produits «formulc 10 et formule 11» 
pendant 15 jours consecutifs et dans les conditions experimentales definies 
par le protocole ont donne les resultats suivants : 

1. Augmentation hautement significative sur le plan statistique de la dose 
35 erythemateuse minimale chez le volontaire adulte, exprimant une activite 

anti-erythemateuse hautement significative en particulier pour la 
formule 11. 
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2. On observe egalement pour .'ensemble des pane.istes una augmentation 
stamtiquement significative des indices de chromatid* traduisant une 
elevation de haut niveau du degre de melanisation de la peau apres 
exposition solaire unique aux UV Aet B. 
5 3. U diminution hautement significative de 1'I.T.A. confirme egalement 
.ntensite de melanisation de la peau particulierement marquee pour la 
formule 11. 
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REVENDICATIONS 

1/ Complexes nucleo-peptidiques obtenus par synthese, 
comprenant une sequence d'au moms trois acides amines sous la forme D, L 
5 ou DL, ladite sequence etant liee physiquemenc ou chimiquement a des acides 
puriques, ou leurs derives de formule generale I : 

N-Rl -COOH (I) 
dans laquelle N represente une base purique comprenant de 5 a 10 a tomes de 
carbone, Rl represente un radical alkyl en C { ou C 3 . 

10 2/ Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 1,. 

caracterises en ce que les derives des acides puriques sont des acides 
xanthiques. 

3/ Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que la sequence d'acides amines est liee a l'acide sous 
15 forme de sel, d'ester ou d'amide. 

4/ Complexes nucleo-peptidiques selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterises en ce que les acides puriques sont choisis dans le groupe 
comprenant : 

- l'acide hypoxanthique (C7H5N4O3) 
2) - l'acide acetyl xanthique (C 7 H 8 N 4 04) 

- Tacide theobromine acetique (CgHgN^O^) 

- l'acide theophyline acetique (CqHuN^). 

5/ Complexes nucleo-peptidiques selon l'une des revendications 
1 a 4, caracterises en ce que la sequence est constituee de 3 acides amines, et 
25 est choisie dans le groupe comprenant : 

Ala-His-HPhe 
His-HPhe-Arg 

. ou Hphe represente la dihydroxy-DPhenylalanine, la DhomoPhenylalanine. 

6/ Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 5, 
30 caracterises en ce qu'ils repondent a la formule generale : 

AX-His-HPhe-Y 

dans laquelle 
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A est un acide purique de formule generate I telle que definic ci-dessus ; 
X represente un groupe Norlcucine.(Nle), ou Pun dc scs derives sous forme 

cetylee (Acyl-Nle) ou methylee (MeNle), le groupe Nle-Ala ou Ala ; 
Y represente un groupe ArgZ ou Z dans lequel Z est Trp-Gly-OH, Trp-OH, OH, 
5 rp-Gly-NH 2 , Trp-NH 2 ou NH 2 ; 

Hphe represente la dihydroxy-DPhenylalaninc ou la DhomoPhenylalanine. 

7/ Complexes nucleo-peptidiques scion la revendieation 6, 
caracterises en ce qu'ils sont choisis dans le groupe comprenant : 

1) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-Gly-NH 2 

2) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-NH 2 

3) A- Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-NH 2 

4) A-Nle-Ala-His-Dhomophe-NH 2 

5) A-Ala-His-DhomoPhe-NH 2 

6) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-Trp-Gly-OH 
15 7) A-Nle-AIa-His-DhomoPhe-Arg-Trp-OH 

8) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-Arg-OH 

9) A-Nle-Ala-His-DhomoPhe-OH 

10) A-Ala-His-DhomoPhe-OH 

11) A-Nle-Ala-His-Dihy droxyDPhe-Arg-Trp-Gly-NH 2 
20 12) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-NH 2 

13) A-Nle-AIa-His-DihydroxyDPhc-Arg-NH 2 

14) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-NM 2 

15) A-Ala-His-DihydroxyDPhe-NH 2 

16) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-Gly-OH 
25 17) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-Trp-OH 

18) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-Arg-OH 

19) A-Nle-Ala-His-DihydroxyDPhe-OIl 

20) A-Ala-His-DihydroxyDPhe-OM. 
8/ Complexes nucleo-peptidiques scion Tunc des revendications 

1 a 7, caracterises en ce que au moins un acide amine constitutif de la 
sequence est glycosylc. 

9/ Compositions cosmetologiques. ou pharmaccutiques, 
caracterisees eh ce qu'ellcs comprenneni, a titrc dc substance active, au 
moins un complexe nucleo-peptidiquc selon 1'une des revendications 1 a 8, en 
35 association avec un support pharmaceutiquement acceptable. 
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10/ Compositions cosmetologiques ou pharmaceutiques selon la 
revendication 9, caracterisees en ce qu'elles sont sous forme de solutions, de 
lotions, de sprays, de cremes ou de gel. 

11/ Compositions pharmaceutiques selon la revendication 9, 
5 caracterisees en ce qu'elles sont sous forme de preparations injectables. 

ylw Utilisation des compositions cosmetologiques selon la 
revendication 9 ou 10, comme activateur de la melanogenese cutanee. 

13/ Utilisation des complexes selon Tune des revendications 1 a 
8 pour la preparation d'une composition pharmaceutique selon Tune des 
10 revendications 9. a 11 pour le traitement medical des troubles de la 
melanogenese. 

14/ Compositions cosmetologiques, caracterisees en ce qu'elles 
comprennent, a titre de substance active, au moins un complexe nucleo- 
peptidique selon l'une des revendications 1 a 8, en association avec un 
15 support cosmetologiquement acceptable. 

15/ Compositions cosmetologiques selon la revendication 14, 
caracterisees en ce qu'elles sont sous forme de solutions, de lotions, de sprays, 
de cremes ou de geL. 

16/ Utilisation des compositions cosmetologiques selon la 
20 revendication 14 ou ,15, par voie topique en vue de l'acceleration de la 
melanogenese de la peau et des cheveux. 

17/ Utilisation des compositions cosmetologiques selon la ' 
revendication 14 ou 15, par voie topique pour Ic traitement preventif et 
curatif des erythemes solaires. 

25 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

[regues par le Bureau international le 27 f6vrier 1998 (27.02.98); 
revendication 1 modif i6e;autres revendications inchangees (1 page)] 

1/ Complexes nucleo-peptidiques a activite melanotrope obtenus par 
synthese, comprenant une sequence d'au moins trois acides amines sous la forme D, 
5 L ou DL, ladite sequence etant liee physiquement ou chimiquement a des acides 
puriques, ou leurs derives de formule generale I : 

N-Rl - COOH (I) 
dans laquelle N represente une base purique comprenant de 5 a 10 atomes de 
carbone, Rl represente un radical alky] en CI ou C3. 
10 21 Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 1, caracterises 

en ce que les derives des acides puriques sont des acides xanthiques. 

3/ Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que la sequence d'acides amines est liee a Tacide sous forme de sel, 
d'ester ou d'amide. 

15 4/ Complexes nucleo-peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3, 

caracterises en ce que les acides puriques sont choisis dans le groupe comprenant : 
l'acide hypoxanthique (C7H5N4O3) 
l'acide acetyl xanthique (C7H8N4O4) 
l'acide theobromine acetique (C9H8N4O4) 
20 - Tacide theophyline acetique (C9H] JN4O4) 

5/ Complexes nucleo-peptidiques selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterises en ce que la sequence est constituee de 3 acides amines, et est choisie 
dans le groupe comprenant : 

Ala-His-HPhe 

25 His-HPhe-Arg 

oil Hphe represente la dihydroxy-DPhenylalanine, la DhomoPhenylalanine. 

6/ Complexes nucleo-peptidiques selon la revendication 5, caracterises 
en ce qu'ils repondent a la formule generale ; 

AX-His-HPhe-Y 

30 dans laquelle 
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